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Sulbactamの 各 種 β-lactamase不 活 化 作 用 と

ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白 に 対 す る 親 和 性
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Sulbactam(SBT)等 のβ-lactamaseinhibitorの 作用機序 を検討 した結果,耐 性菌に対 しβ-lactam

抗生物質 と協力作用が強 い薬剤は,酵 素に対する不可逆的不活化力を持つ ものであ り,一時阻害力の強

弱は影響が少 ない ことがわか った。SBTは,Ic,II,HI(TEM)お よびV(OXA)型 β-lactamaseを

強 く,Ia型 β-lactamaseを 軽度に不活化するので 広域第三世 代cephemの 一つであるCefoperazone

と組み合 わせ ると,P.vulgaris,P.cepacia,B.fragilis,R因 子 を持 ったE.coli,Klebsiella,P.minbilis

等に協力的抗菌力が認め られる。 しか しIII(TEM)型 酵素 に対す る不活化 力は,clavulanic acid

(CVA)よ り弱い。 またIc型 β-lactamaseを 染 色体性 に産生す るSerratia等 に対 して も,CPZと

ある程度の協 力作用が認め られ る。

SBTは25μg/ml以 上 においてE.coliのPBPを1a,3,2の 順序にお さえ,CPZと 組み 合わせ

ると溶菌濃度が著明に低下 した。

各 種病 原 菌 に お い て β-lactam抗 生 物 質 耐 性 臨 床 分 離

株 の 主 た る耐 性 機構 は,β-lactamaseで あ る こ とが 知 ら

れ てい るの で,そ の対 策 と して,β-lactamaseに 安 定 な

新 誘 導体 を開 発 す る ほか,い わ ゆ る β-lactamase inhibi-

torを 既 存 の 薬 剤 と組 み合 わせ る方 法 が 考 え られ る。 す

でにCloxacillin(MCIPC)とAmpicillin(ABPC)の 合 剤

が実 用 化 され て い るが,そ れ は期 待 され た ほ どの 力 を耐

性 菌 に 示 さ ない 。

1977年,英 国 のREADINGとCOLE1)は,放 線 菌代 謝産 物か

らCVAを 発見 し,こ れがABPC等 と強 い協 力 作 用 を耐

性 菌 に 示す こ と を明 らか に し,Amoxicillin(AMPC)と

の 内服 用合 剤 が 開 発 さ れつ つ あ る 。 しか しCVAは 不 安

定 なた めK塩 と して安 定 化 さ れ てお り,副 作 用 の点 か ら

注射 剤 と しての 開 発 は容 易 で は な い。

1978年,米 国 のENGLlSHら はpenicillanic acid sulfone

で あ るSulbactam(SBT)を 有 機 合 成 した 。 こ の 物 質 は

耐 性 菌 に β-lactam薬 剤 と協 力作 用 を示 す ほ か,安 定 性 お

よび安 全性 にす ぐれ る の で注 射 用 β-lactam抗 生 物 質 と

組 み 合 わせ た耐 性 菌 用 薬剤 の 開 発 が 可能 であ る。 本研 究

にお い て は,こ れ らの 各種 β-lactamaseに 対 す る影 響 を

調 べ,協 力作 用 が み られ る ため に は,酵 素 に 対 す る一 時

的 阻 害 力が 重 要 な の か,永 久 的不 活化 力が 重 要 な のか を

検 討 した。

1.材 料 およ び方 法

1.薬 剤

SBT,CVA,MCIPC,お よびN-formimidoyl thie-

namycin(MK-0787)は それ ぞ れ,台 糖 フ ァ イザー,

Beecham薬 品,藤 沢薬 品お よび 日本MSDか ら供 与 さ

れ た。

2.被 検 菌 株

代 表 的 なIa,Ic,IIb,III(TEM),IVbお よびV

(OXA)型 β-lactamase産 生 菌 と して,E.cloacae NeK

39,Pvulgaris33,P.mirabilisJY10,E.coliCSH2

(RK1),Klebsiella42お よびE.coliCSH2(RE45)

を使 用 した。 またペ ニ シ リン結合 蛋 白(PBP)の 研 究 に

は,E.coliNIHJJC-2お よ びS.aureusNIHJJC-1

(209P)を 使用 した。

3.β-lactamase inhibitorの 一 時 阻害 力 の検 討

β-1actamase inhibitorの 各型 酵 素 に 対 す る一 時 的

阻害 力 はKi値 で 比 較 した。 す な わ ち 各型 酵 素 を産 生す

る菌 の 対数 増殖 期 後 期 の細 胞 を集 め,超 音 波破 砕 と超 遠

心 に よ り調 製 した粗酵 素 に,基 質 と し て 種 々 の 濃 度 の

ABPC(PCaseに)ま た はCephaloridine(CER)(CE

Paseに)を 加 え さ らに 阻害 剤 を い ろい ろ な 濃 度 に 添 加

して,基 質 の加 水 分 解 初速 度 の 変 化 を指 示 薬 を 使 っ た

酸 測 定 法2)で 検討 した。Ki値 は 以 上 の 成 績 を も と と し

て,Dixon plotで 求 め た3)。

4.β-lactamase inhibitorの 不 可 逆 的 不活 化 力の 測

定

各 型 β-lactamase inhibitorの 不 可 逆 的 不 活 化(永
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久 不 活 化)の 程度 はFlSHER4)に よる希 釈法 と,MATTHEW5)6)

に よる等 電点 電 気 泳動 法 で検 討 した。希 釈 法 は 約100単

位/0.1mlの β-lactamase希 釈 液 と0.01Mリ ン酸 緩 衝

液(pH7.0)に1～10μ9/0.1mlに な る よ うに 溶か した

阻害 剤 をマ イ クロチ ュー ブ 中 で混合 し,30℃50分 間 保

温 した 後基 質 溶液(Ia,Ic型 に はCER,そ の他 のPC-

ase型 に はABPC)で200倍 に うす め,さ らに30℃30分

間 反 応 させ た後,残 存 酵素 活性 で破 壊 させ た基 質 量 を,

Macroiode法 で 測定 した 。β-lactamaseの 残 存 活性 は

inhibitorで 処 理 す る前 の それ を100と した 時 の 比 較 値

で 表 示 した。

等 電 点電 気 泳動 は,acrylamid 9.7%,bisacrylamide

0.3%,amberite MB-11%の 原 液15m1にpharma-

lite 1.9ml,glycerine 4m1お よ び蒸 留水9m1を 加 え撹

拝 後,15分 以 内に 真空 脱 気 し22.8mg/mlのammonium

persulfate 0.3mlを 加 え,注 射 器 で ゲ ル 支持 板 上 に

流 して 固め た。 泳動 槽 の 陽極 に は0.04M(DL)aspata-

gic acidを,陰 極 には1M NaOH溶 液 を 入 れ,30W

30分 間予 備 泳動 を行 う。新 しい 電 極 ス ト リ ップ と 置 き

換 え た後,予 想 され る被検 β-lactamaseの 等 電 点 が 酸

性 側 に あ る場 合 に は陰 極 に,ア ル カ リ側 の時 は 陽極 に近

い位 置 に1,000～7,000unit/mlの β-1actamaseを 含 む

粗 酵 素 液5～10μlを ゲ ル上 に 滴下 す る。20分 間 に 室 温に

放 置 して試 料 を浸み こ ませ,30W1時 間一 定 電 力 で 泳動

を 行 っ た 。 泳 動 後 た だ ちに,0.1Mリ ン酸 緩衝 液(pH

7.0)に 溶か した 色素 原性CEP(Glaxo 87/312)を 噴 霧

し,残 存 β-1actamase活 性 に よ って 発 色 す る赤 紫 の ス

ポ ッ トをポ ラ ロ イ ドカ メ ラで撮 影 した。

5.Ecoliお よびSaureusのPBPに 対 す るSBT

の 親和 性

SBTのPBPに 対 す る親 和 性はSPRATT7)の 方 法 に準

じて 行 っ た 。 す な わ ち 被 検 菌 の 膜 画分 を調 製 し,そ れ

に種 々 の 濃度 のSBT等 を加 え,30℃10分 間 前 処理 後,

さ らに14C-benzyl penicillin(14C-PCG)を 加 え,sar-

kosylで 細 胞 質 膜 を とか し,外 膜 を遠心 で除 いた うえ,

SDSを 加 えて100℃2分 間加 熱 して 蛋 白 を 解 離 させ,

acrylamide slab電 気泳 動 に か け た。 ゲ ル に 増 感 剤 を

しみ こ ませ た 後 乾燥 し,Kodak X-O matフ イ ルム に

密 着 させ 一80℃4週 間 露光 して 現像 した もの で あ る 。

β-1actamase inhibitotに 親和 性 の 強 い画 分 は,後 で加

え た放 射性PCGの 結 合 す る余 裕 が な くな るの でauto-

radiographyに お け る その 画分 の放 射性 バ ン ドは うす

くな るか 消 失 す る。

6.SBTとCPZの 合 剤 存 在 下 で 培 養 した 菌 細 胞 形

態 変化 の 観 察

E.coli CSH 2(RE 45)ま た はP.vulgaris 33を

IylIC前 後 のCPZ単 独 またはCPZとSBT合 剤存 在下 でl

L-寒 天上 で培 養 し2%glutaric aldehydeで 固 定 し

ethanolで 脱 水 後,iso-amyl acetate置 換 法 で臨 界 点

乾 燥 を行 い,白 金パ ラ ジウ ム蒸 着 して,日 立 走 査 型 電

子 顕微 鏡S-450で 観 察 した 。一 部 の 菌 に つ い ては,培 養

面 か ら菌 を と り2%glutaric aldehydeと2%osmic

acidで 二 重 固 定 後ethanolで 脱 水 し,epoxy樹 脂 に 包

埋 し超 薄切 片 を作 り,uranium acetateと 鉛 で染 色 後,

日立透 過 型電 子 顕 微鏡GEM 100Bで 観察 した 。

II.成 績

1.各 種 β-lactamase inhibitorのKi値 の 比較

各種 β-1actamase inhibitorの 代 表 的 酵 素 に対 す る

Table 1 Affinities of,8-lactamase-inhibitors to various j9-lactamases
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Ki値 はTable1に 示 した 。

SBTはIc,II,IIIお よびIV型 β-lactamaseを 強 く一

時 的 に 阻害 し,Ia(CEPase)お よ びV型 酵 素 に 対す る

作 用は 中等 度 に と ど まる。

CVAはSBTに 近 い一 時 阻害 力の パ ター ン を示 す が,

Ia型 酵 素 は ほ とん ど阻 害 しな い。

MCIPCとFlucloxacillin(MFIPC)はIa型 β一lacta-

mase(CEPase)に きわめ て 高 い 阻 害力 を示 し,つ い で

Ic型 に 強 く,II,III,IV型 等PCaseに 対 す る一 時 阻

害 力は 弱 い 。

自身 で も強 い抗 菌 力 を持 っMK-0787は,各 型 β-1ac-

tamaseに 対 して平 均 した一 時 阻害 力 を示 した。

これ らの β-lactamaseinhibitorお のお の が 持 つ が

lactamase一 時 阻害 力 の強 弱 が,耐 性菌 に対 す るが1ac-

tam抗 生 物 質 との 協 力作 用 の 強 弱 に 反映 す るか ど うか,

すべ てのinhibitorが 近似 した 憩'値 を示 すIc型 β-lac-

tamaseを 産 生 す るP.vulgaris33を 使 っ て 実 験 を行

った。Fig.1に 示 す とお りこの 菌 に対 しSBTとCVAは

CERと 強 い協 力 的抗 菌 力 を示 すが,そ れ とKi値 が あ ま

り変 わ らな いMCIPCとMFIPCと は,CERと の 協 力

作用 が ほ とん ど認め られ な い.以 上 の 結 果 は,β-lacta-

mase inhibitorと しての有用 性 には永久阻害力が よ り

重要 であ るこ とを示 している。

2.β-Lactamaseinhibitorの 永久不活化 力 と協 力

作用 との関係

一時阻害力が β-1actamaseinhibitorの 協 力作用 発

現に対 し影響か少 ないこ とかわか つたのて,永 久不活化

力を検討 した。Ic型 β-1actamaseはFig.2に 示すとお り

希釈法で調べ て も,Fig.3の ごとく等電点電気泳動法 で検

討 して も,SBT,CVA,お よびMK-0787で 強 く不 活

化 され るか,MCIPCやMFIPCは どちらの方 法 で も

まった く永久不活化力のないことがわか った。SBTと

CVAと は,等 電点電気泳動 で調べ る と細 かい点で不活

化の様相が違い,SBTがIc型 の3つ のア イソサ イムの

うち副画分の2つ を強 くお さえるのに対 し,CVAは 主

画分 を強 く不 活化 し,副 画分 の等電点 を変化させ た。

SBTとCPZを 組み合わせ るとこの1と型 β-lactama-

seを 作るP.vulgrisの 臨床分離41株 に対 しFig .4の ごと

くきわめてす ぐれた協力的抗菌力 を示 した。

多くのRplasmidか 支配するIll(TEM)型 β-lacta-

maseに 対 しては,Fig.5お よび6に 示す ようにSBTの

不活化 力はCVAに およば ない。 しか しMFIPC等 が ま

Fig. 1 Synergy of  9-lactamase-inhibitors with cephaloridine to P. vulgaris 33

producing the type lc ,e-lactamase (Liquid dilution method)

CVA

SBT

MCIPC

MFIPC
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Fig.2 Permanent inactivation of the type Ic

β-lactamase by β-lactamase-inhibitors

Inhibitor concentration

Fig. 4

Cumulative sensitivity of 41 clinical isolates of

P. vulgaris to CPZ, SBT and their combination

Inoculum size: One loopful of 108 cells/ml

MIC(μg/ml)

Fig. 6 Isoelectric focusing of the TEM-type

penicillinase pretreated with ƒÀ-lactamase

-inhibitors

Fig.3 Isoelectric focusing of the type lc

β-lactamase pretreated with β-lactamase

-inhibitors

Fig. 5

Permanent inactivation of the TEM-type

penicillinase by ƒÀ-lactamase-inhibitors

Inhibitor concentration

った く永久不活化作用 が ないの に比べ る と
,明 らかな

差が見られ る。この不活化力の差はR因 子保有株 に対す

る協 力作用の強弱 として認め ら礼Fig.7 ,8お よび9の

ごとくRplasmid保 有E.coliに 対 しては,CVAの 協 力

作用が最 も強 く,SBTが それに次 ぎ,MFIPCで は 協

力作用が極め て弱い。

CPZとSBTを 組み合わせ ると,CPZのIII型 β-lac-

tamaseに よる加水分解は,ABPCよ り少 ないの で
,

SBTの 併用効果がFig.10の ように さらに顕著に認め ら

れる。

SBTは 以上の酵素のほかFig.11お よび12の ごとくIa

型 とII型 β-lactamaseを 強 くお さえるのでP .mirabilis

やCitrobacterやSerratia等 の弱毒 グラム陰性桿 菌に対

して もCPZと の併 用効果 が高 い。 またIVお よびV型

β-lactamaseも 中等度に不活化するの で(Fig.13 ,14).
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Fig. 7 Cumulative sensitivity of 53 subclones of E. coli carrying

various R(bla) plasmids to ABPC, SBT and their combination

Inoculum size: one loopful of 108 cells/ml

Fig. 8 Cumulative sensitivity of 53 subclones of E. coli carrying

various R(bla) plasmids ABPC, CVA and their combination

Inoculum size: one loopful of 108 cells/ml

Fig. 9 Cumulative sensitivity of 53 subclones of E. coli carrying

various R(bla) plasmids to ABPC, MFIPC and their combination

Inoculum size: one loopful of 108 cells/ml



16 CHEMOTHERAPY JUN. 1984

Fig. 10 Cumulative sensitivity of 53 subclones of E. coli carrying

various  R(bla) plasmids to CPZ, SBT and their combination

Inoculum size: one loopful of 108 cells/ml

Fig. 11 Permanent inactivation of the type Ia

g-lactamase by fl-lactamase-inhibitors

Fig. 13 Permanent inactivation of the type IV

R-lactamase by R-lactamase-inhibitors

Fig. 12 Permanent inactivation of the type II

fl-lactamase by fi-lactamase- inhibitors

Fig.. 14 Permanent inactivation of the type V

R-lactamase by R-lactamase-inhibitors
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KlebsiellaやOXA型 酵 素 支 配 のR因 子 保 有株 に対 して

も,CPZと 併 用効 果が 認 め られ る。

3. SBTのPBPに 対 す る親和 性

SBTは 自身 でAcinetobacterやNeisseriaに 強 い抗

菌 力 を示 す ば か りで な く,s.aureusやE.coliに 対 して

もあ る程 度 の 抗菌 活 性 を持 つ 。PBPに 対 す る影 響 をみ

る と,S.aureusで は細 胞 壁 合 成 に必 須 とされ る2お よ

び38)9), E.coliで も菌 伸 長時 の ム レ イ ン架 橋 酵 素,

PBP laお よ び1bを 弱 い な が らお さえ る のはFig.15お

よび16の とお りであ る 。

4. SBTとCPZ合 剤 のE.coliお よびP.vulgaris

に対 す る形態 変 化

SBTは 各種 β-lactamaseを 不 活 化す る ほか,作 用 点

に もあ る程度 影 響 を与 え るの で,CPZと の 合 剤 はCPZ

Fig.15　 Competition of SBT for

penicillin binding proteins of S.aureus

単 独 よ り溶菌 濃 度 力低 い。す なわ ちFig.17お よび18に 示 す

とお りRplasmidを 持 つE.coliはCPZ単 独 のMIC濃

度 の200μg/mlで も,菌 細 胞 の変 化 は 主 と し て フ ィラ

メ ン ト化 に と ど ま り溶菌 は 少 な いが,合 剤 で はMICの

25μg/ml添 加 でほ とん どす べ て の菌 細 胞 か ス フュ ロ プ

ラス ト化 し溶 菌 す る。

SBTとCPZの 協 力 的 溶 菌 作 用 は 他 菌 種 で も明 らか

に 見 られ,Fig.19の とお りP.vulgarisはMIC濃 度 で 溶

菌 し空 胞 化 した よ うす が 認め られ た 。

III. 考 察

β-lactamase産 生 に よ る 各種 病 原 菌 の β-lactam抗 生

物 質耐 性 に は,β-lactamase inhibitorと 既 存 の 薬 剤

との併 用 が そ の対 策 の一 つ とな る。 しか し耐性 菌 に対 し

β-lactam薬 剤 と協 力 的抗 菌 力 を示 し うるinhibitorは,

Fig.16 Competition of SBT and

clavulanic acid (CVA) for penicillin

binding proteins of E .coli

Fig.17 Scanning electronmicrographs of E .coli NIHJ JC-2

carrying an R plasmid and grown with CPZ alone

E.coli CSH2 (RE75)

CPZ MIC : 200μg/ml
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Fig. 18 Scanning electronmicrographs of E. coli NIHJJC-2

carrying an R plasmid and grown with the combination

of SBT and CPZ

E. coli CSH2(RE75)

SBT/CPZ MIC: 25ƒÊg/ml

酵素 を永久不活化す る力を持つ ものに強いことが明らか

になった。SBTはCVAよ りIII (TEM)型 β-lactama-

seに 対 す る不 活化 力 は劣るものの,CVAの 及ばない

Ia型 酵素 もある程度不活化できる点や,PBPに 対す る

親和性がE.coli等 ではか なり見られ,作 用 点に おけ る

協力作用 も期待 できる点な どか ら有用 なもの と考え られ

る。 しか も安定性 と安全性 に優れているので,注 射剤 と

しての開発 も可能であ る。

CPZにSBTを 混合す ると,第 三世代cephem抗 生

物 質の中では最 も広い抗菌域 とす ぐれた体内動態 を示 し

なが ら,PCase型 β-lactamaseで 若干加水分解 され る

ため少数ながら耐性菌のみ られ るCPZの 欠点が除かれ

るほか,抗 菌域がAcinetobacter, Bacteroides, pseudo-

monas cepacia等 にまで拡 大する。すなわ ち合剤 の利

点は単にCPZの β-lactamaseに 対す る安 定性 向上 に

とどまらず,他 の第三世代cephemそ れ ぞれ一 剤 では

望みに くい広域 性を獲得す るこ とになる。 したがって開

発中のもの を含め新cephem抗 生物 質が 多数実 用化 さ

れるであろ う将来において も,存 在価値が高い もの と考

え られ る。
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SULBACTAM (SBT): PERMANENT INACTIVATION OF VARIOUS

TYPES OF i3-LACTAMASES AND THE AFFINITY TO

PENICILLIN-BINDING PROTEINS IN BACTERIA.

TAKESHI YOKOTA, REIKO SEKIGUCHI, EIKO AZUMA, and EIKO SUZUKI
Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University

It was confirmed that ƒÀ-lactamase-inhibitors that can manifest a synergy of antibacterial activities with 0-

lactamase-susceptible ƒÀ-lactams are limited to those possessing an activity of permanent inactivation of the

enzymes. Since sulbactam (SBT) inactivated the types of Ic, II, III(TEM), IV, and V(OXA) a-lactamases strongly

and the type Ia enzyme moderately, a combination of SBT with cefoperazone (CPZ) showed marked antibacterial

activities against P. vulgaris, P. cepacia, B. fragilis, E. coli carrying R (bla) plasmids, Klebsiella, and P. mirabilis.

The activity of SBT to inactivate the type III a-lactamase, however, was weaker than that of clavulanic acid (CVA)

in some extent. The combined drug exhibited some synergies to Serratia marcescens also, because of inac-

tivation of the type Ia enzyme.

SBT competed for penicillin-binding proteins of Escherichia coli and Staphylococcus aureus with more than

25 ggiml, resulting in stronger cell-lysis if combined with CPZ.


